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В работе развивается одно из наиболее актуальных направлений ана-
лиза состояний ДНК-содержащих биохимических маркеров — регистрация 
изменений конформационного состояния однонитчатой (ss) ДНК после 
адгезии маркеров по изменению оптических, электрохимических свойств 
слоистых нанобиогетероструктур. Для этого в условиях самосборки син-
тезированы новые комплексы явДИК с химически модифицированными ма-
лослойными углеродными нанотрубками (мУНТ) нековалентной функцио-
нализации. Комплексификация происходит в процессе электронно-плотной 
компактификации ДНК на мУНТ. Эффекты УНТ-усиленной компактифи-
кации ДНК выявлены методами романовской и диэлектрической спектро-
скопии, структурного анализа, гель-электрофореза. Предлагается исполь-
зовать тонкие пленки из $$ДНК/мУНТ-комплексов в качестве сенсорных 
бионаногетероструктур в емкостных датчиках. Представлены результа-
ты использования этого нового метода генотипирования однонуклеотид-
ного полиморфизма. 
Введение. В настоящее время процедура секвенирования (расшифровки) 
генома человека стала не только возможной, но и доступной, хотя все еще до-
рогостоящей [1- 6]. Это делает перспективным развитие методов диагностики 
мутаций генома, накапливаемых за время жизни индивидуума. Хотя уровень 
мутаций на поколение низок, точечные мутации или однонуклеотидные замены 
(ОНП - однонуклеотидный полиморфизм; SNP - Single Nucleotide Polymorphism) 
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ловека из 25000 генов накапливает порядка 400 мутированных (частота встре-
чаемости более 1 %)) [7; 8]. Огромное количество SNP делает их генетическими 
маркерами для превентивноимёдицины [8]. Из более чем 10 миллионов выявлен-
ншГвгеномечеловека точечных мутации, несколько тысяч связано с индивиду-
альной предрасположенностью к заболеваниям, определенным биохимическим 
профилем, устойчивостью к воздействию окружающей среды (и, в частности, 
различных лекарственных препаратов) и т. д. [9]. 
i Бионанодетектор изменений в ДНК (генотипирование однонуклеотидного 
полиморфизма) должен сочетать взаимоисключающие свойства. С одной сторо-
ны, олигонуклеотиды должны взаимодействовать с детекторными, высокочув-
ствительными сайтами (т. е. несущими «репортерные» группы) более сильно, 
чем с неспецифическими молекулярными агентами, а с другой - образовать 
специфический комплекс с ДНК-мишенями через слабые водородные связи. Зна-
чительная часть методов детекции SNP основана на использовании гибридиза-
ционных флуоресцентных зондов (олигонуклёотидов с кбвалентно связанными 
репортёрными группами: флуоресцирующей и тушащей) [10-16]. Для методов 
с ковалентной привязкой «репортерных» групп неспецифический вклад в сигнал 
вносят как искажения конформации ДНК, так и наличие остаточной флуоресцен-
ции и неустойчивость к действию внутриклеточных нуклеаз [17]. Это приводит 
ТГчастйчной гибридизации [10-12; 18]. Использование наноструктурированных 
материалов: наночастиц с золотом, графена, углеродных нанотрубок (УНТ) 
и других повышает уровень сигнала, но неспецифический вклад все равно оста-
ется значительным [13; 14; 19; 20]. ' 
"Уникальное свойство нуклеотидных оснований - стэкингообразно упорядо-
ч и в а т ь с я ^ поверхности УНТ, которые, являясь графеноподобным материалом, 
характеризуются очень слабым рассеянием носителей заряда: Это делает воз-
можным комплексификацию ДНК с УНТ и, соответственно, может быть исполь-
зовано для решения проблем детектирования SNP [14; 21-29]. Олигонуклеотид 
с флуоресцеином (FAM - fluorescein phosphoramidites) на одном конце и туша-
щей флуоресценцию FAM химической группой (например, родамин или УНТ) на 
другом был предложен в качестве молекулярного сигнализатора (молекулярные 
«бакены» (molecular beacons)) в [30; 31]. FAM на УНТ используется для детекти-
рования присутствия комплементарных олигонуклёотидов - праймеров полиме-
разных цепочечных реакций. Три ароматическихкольца флуоресцеина из четы-
рех лежат в плоскости, и соответственно, только три кольца могут участвовать 
в стэкинговом л-л-взаимодействии с поверхностью УНТ как тушителя флуорес-
ценции. Цроизводные флуоресцеина предлагают использовать для детектирова-
ния гибридизации однонитевых ДНК на поверхности УНТ с точностью до одной 
некомплементарной пары нуклеотидных оснований включительно [32]. 
Принцип детектирования заключается в фиксировании однонитевой ДНК 
в вытянутом раскрученном состоянии на поверхности одностенной или много-
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ческим спариванием нуклеотидных основании, с одновременным закреплением 
флуоресцентно-меченного конца однонитевой ДНК на поверхности УНТ позво-
ляет ДНК взаимодействовать с немеченной однонитевой молекулой ДНК друго-
го Состава с образованием дуплекса, характеризующегося максимально высокой 
степенью спиральности двухнитевой структуры. 
Фобы усилить стэкинговое я-л-взаимодействие между ароматическим флу-
орофором и УНТ, в работе [33] использовали олигодезокирибонуклеотид, кова-
лентно меченный пиренильным флуоресцентным зондом, все четыре аромати-
ческих кольца которого, в отличие от FAM, находятся в одной плоскости. Пире-
нильный флуорофор высвечивает в области 480-500 нм при ультрафиолетовом 
облучении, а производные флуоресцеина - в области 505-550 нм. Это позволило 
строго разделить флуоресцентные вклады двух типов флуорофоров. Оказалось, 
что тушение пиренильного флуорофора одностенными углеродными нанотруб-
ками (ОУНТ) имеет место во всем диапазоне концентраций ОУНТ в отличие 
от тушения флуоресцеина. В области низких концентраций флуоресцеин-ме-
ченных ОУНТ (менее 50 мг/л), увеличение их концентрации приводит к возрас-
танию интенсивности свечения остатков флуоресцеина. Механизм этого УНТ-
усиленного свечения флуоресцеина не выяснен. 
Сенсор [32], основанный на явлении УНТ-зависимого тушения флуоресцен-
ции флуорофор-меченной однонитевой ДНК, функционирует в области низких 
концентраций УНТ для минимизации вносимых искажений гибридизационных 
процессов. Поэтому имеющее место УНТ-зависимое усиление флуоресценции 
с ростом относительно малого числа молекул УНТ делает проблематичным эф-
фективность использования таких сенсоров. Кроме того, интеркалирование флу-
орофоров в структуру ДНК влияет на степень гидратации ДНК [34]. Интенсив-
ность свечения ассоциатов флуоресцентно-меченной однонитевой ДНК зависит 
от наличия в них воды, так как молекулы связанной воды гасят флуоресценцию 
меченной ДНК. Исследование влияния УНТ на гидратационное тушение свече-
ния нуклеотидов также не проводилось. 
В [33] указывалось на возможность самоорганизации пиренильных конью-
гатов олигонуклеотидов на поверхности одностенных УНТ как «сворачивание» 
в электронно-плотную наноструктуру. В этом случае самосборка рассматрива-
лась как побочный эффект, препятствующий молекулярному узнаванию. 
Синтез ДНК-содержащих нанобиогетероструктур на основе малодисперс-
ных^1сарббксилированных синтетических углеродных нанотрубок с небольшим 
количеством стенок (слоев) (мУНТ) в процессе самосборки может быть одним 
йзТГутей решения проблемы SNP-генотипирования [2Т^25; 28Г29]Т[Нанотехно-
логия Ленгмюра-Блоджетт (ЛБ) позволяет сформировать высокоупорядоченные 
двумерные (2D) кластеры функционализированных УНТ, которые могут спон-
танно поляризоваться в силу локализации заряда, баллистически движущегося 









66 Вестник Фонда фундаментальных исследований, № 3, 2014 Научные публикации 
Установление закономерностей комплексификации малостенных УНТ с ДНК 
в кластерах и зависимости природы детектируемого сигнала от ее характеристик 
позволило бы разработать нанобиотехнологию для генотипирования SNP. В дан-
ной работе исследуются самоорганизованные комплексы мУНТ/ДНК, способные 
к кооперативному связыванию с комплементарными олигонуклеотидными по-
следовательностями. 
Цель работы - установить условия высокоэффективного зарядового транс-
порта и дальнего (резонансного) переноса энергии в наноструктурных комплек-
сах малостенных углеродных нанотрубок с ДНК для реализации эффективной 
сенсорики ДНК-основанных процессов на поверхности УНТ для генотипирова-
ния однонуклеотидных замен. 
Материалы и методы исследования. Реагенты. Одноцепочечные олигодез-
оксирибонуклеотиды (праймерные последовательности ЭБ Д Н К ) , использованные 
для проведения исследований, синтезированы на ООО «Праймтех» (Минск, Бела-
русь) (табл. 1). 
Т а б л и ц а 1. Названия и характеристики олигонуклеотидов 





ON2 5 '-TGTC АСС A AGGAGAGTATATGGC-3' 
(ONl-комплементарная целевая последовательность) 
ON5 5 '-TGTC АСС A AGGCGAGTATATGGC-3' 
(ONl-целевая последовательность с одним SNP) 
ON3 5'-TGTTACCAAGGCGAGTATAGGGC-3' 
(ONl-целевая последовательность с тремя SNP) 
ON4 5'-GTAGGCTTGGGA ATAGTACGA-3' 
(ONl-некомплементарная целевая последовательность) 
Также в качестве нуклеотидных последовательностей использовалась вы-
сокоочищенная плацентарная ДНК в концентрации 1,03 мг/мл в буфере Ю-5 М 
Na2C03, содержание РНК и белка <0,1 % (отношение оптических плотностей 
Dm / D130 = 2,378 и Dm / D2g0 = 1,866 соответственно). Для определения молеку-
лярной массы олигонуклеотидов использовался «ДНК маркер молекулярного 
веса, М1КЬ» (Праймтех, Беларусь), окрашиваемый красителем Zubr Green I (Прайм-
тех, Беларусь). 
Максимум поглощения FAM - 495 нм, максимум флуоресценции - 525 нм 
[32; 33]. Максимум поглощения Zubr Green I - 497 нм, максимум флуоресценции -
520 нм [37]. Флуоресценция Zubr Green I на порядок возрастает при интеркали-
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падают в неполярное окружение. Напротив, свечение FAM активируется при его 
нахождении в несвязанном состоянии. 
Для функционализации мУНТ использовались стеариновая кислота и фосфа-
тидилхолин L-a-Phosphatidylcholine (Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 99 %). 
Нефункционализированные углеродные нанотрубки формировались методом 
химического парофазного осаждения (CVD). Затем эти углеродные нанотрубки 
гидрофилизировались ковалентной модификацией их поверхности карбоксиль-
ными группами [38; 39]. 
Дифильный олигомер производных тиофена (дитионилпиррол, HDTP): 3-ге-
ксадецил-2,5-ди(тиофен-2-ил)-1#-пиррол [40-42] растворяли в гексане в концен-
трации 1,0 • 10~3 М. 
Все остальные используемые вещества были класса химически чистых ана-
литических реактивов. 
Гель-электрофорез. В электрофоретических исследованиях использовалась 
суспензия углеродных нанотрубок, полученная диспергированием мУНТ (от 
400 до 600 мг) в 400 мл ТЕ буфера (концентрация мУНТ смУНТ = 1; 1,5; 10 мг/мл) 
ультразвуковой обработкой (22 кГц, 10 мин). Для проведения комплексифика-
ции FAM-ON1 на мУНТ к 13,5 мкл олигонуклеотида FAM-ON1 в ТЕ буфере 
(с = 0,5 пикоМол/мкл) добавили 100 мкл суспензии нанотрубок различной кон-
центрации в ТЕ-буфере. Реакционную смесь выдерживали в кювете при комнат-
ной температуре или обрабатывали ультразвуком в течение от 1 до 10 мин. Гель-
электрофорез проводили в полиакриламидном геле (ПААГ) в 0,5-кратном 0,09 М 
ТВЕ буфере (рН 8,0) при комнатной температуре в течение 45 мин. Контроль 
электрических параметров электрофоретической системы, переустанавливаемых 
по мощности, осуществлялся на аппаратуре Electrophoresis Power Supply EPS 601 
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Швеция). Гель-электрофорез повторялся не ме-
нее 3 раз. 
Спектральный анализ. Спектральные исследования в ультрафиолетовом 
и видимом диапазоне проводились с использованием конфокального макрорама-
новского спектрометра Nanofinder НЕ (LOTIS-TII, Япония-Беларусь) при лазер-
ном возбуждении на длинах волн 473 и 532 нм. Исходную концентрацию олиго-
нуклеотида определяли по оптической плотности водного раствора, измеренной 
при 260 нм, на спектрофотометре SOLAR RV-2201 (Беларусь). Эффективность 
комплексификации оценивали по интенсивности флуоресценции смеси FAM-
ONl-мУНТ после облучения ультрафиолетовым светом на длине волны 302 нм 
(ультрафиолетовое возбуждение) с детектированием излучения красителей 
на длине волны 500 нм с последующим просмотром и документированием гелей 
на системе ImageQuant 300 (GE Healthcare, США). Предварительно ДНК-маркер 
в наборе электрофоретических проб окрашивали помещением этого набора 
в раствор Zubr Green I в течение 2 мин, затем отмывали в ТЕ буфере (10 мМоль 
Трис-НС1; 1 мМоль ЭДТА, рН 8,0). 
Электрохимические измерения. В качестве датчика использовалась встречно-
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ловой подложке [43-45]. Каждая пара электродов представляла собой электриче-
скую емкость открытого типа. Изоляторный слой электродов создавался двух-
стадийным анодированием и представлял собой бездефектный пористый оксид 
алюминия с диаметром пор 10 нм [46]. Все электрохимические измерения прово-
дились с использованием деионизированной, бидистиллированной воды. 
Формирование пленок Ленгмюра-Блоджетт. Формирование мономолеку-
лярных слоев (монослоев) и получение пленок по ЛБ-методу осуществлялось при 
температуре субфазы - 17 ± 0,5 °С на автоматизированной установке с контролем 
осаждения на подложки и с компьютерным интерфейсом. Контроль поверхност-
ного натяжения осуществлялся высокочувствительным резонансным индукци-
онным датчиком. Для получения мономолекулярных слоев раствор дитионил-
пиррола наносился с помощью микропипетки на поверхность жидкой субфазы, 
представляющей собой раствор соли трехвалентного железа в бидистиллированной 
воде. Далее монослой выдерживался в течение 10 мин для испарения растворителя, 
после чего сжимался подвижным барьером до формирования монослоя Ленгмю-
ра в кристаллическом состоянии с посадочной площадкой 66 ± 1,45 А2/молекула. 
Для получения монослоев из мУНТ, нековалентно функционализированных 
стеариновой кислотой или фосфолипидом, спиртовой раствор смешивали с раство-
ром стеариновой кислоты или фосфолипида в гексане. Полученную смесь гомо-
генизировали до образования мицелл жирных кислот с мУНТ внутри [35]. Затем 
гомогенизат выкапывали на поверхность ЛБ-ванны. Монослои Ленгмюра-Блод-
жетт с комплексами олигонуклеотид/мУНТ формировали аналогичным образом. 
Сжатие монослоя дитионилпиррола проводилось со скоростью 4 мм/мин. 
Скорость сжатия монослоя из мУНТ или смеси олигонуклеотида с мУНТ -
2,3 мм/мин. Коэффициент переноса принимает значения около 1,0 для первого 
монослоя. Все сформированные монослои выдерживали в течение 5 мин для 
перехода в равновесное состояние и переносили при постоянном поверхностном 
давлении 29,0 мН/м на поверхность подложки путем опускания и вынимания 
вертикально ориентированной пластинки сквозь монослой в субфазу (нанесение 
Y-типа). Подложки с нанесенной ЛБ-пленкой сушились при температуре 20 °С 
в течение 24 ч. 
Визуализация и дифракция. Электронограммы и микродифракция исследу-
емых образцов получены на просвечивающем электронном микроскопе (ПЭМ) 
JEM-100CX (JEOL, Япония) ТЕМ при ускоряющем напряжении 100 кВ. Объек-
ты электронно-микроскопических исследований предварительно наносились на 
медные сеточки с формваровым полимерным покрытием (поливинилформаль, 
приготовленный из 0,1-0,2 % раствора формвара в дихлорэтане). 
Структурный и дифракционный анализ. Распределение мУНТ в ТЕ буфе-
ре после ультразвуковой обработки показано на рис. 1. Как видно из этого ри-
сунка, за время ультразвуковой обработки (10 мин, 22 кГц) мУНТ равномерно 
распределяются по объему, и гибкие тонкие УНТ (диаметр d) геликоидально за-
кручиваются с шагом спирали ~1 Id. 
Морфология ЛБ-мог 
функционализированн 
показана на рис. 2. Со 
диаметр используемы* 
рьируется от 2,5 до 20 i 
мУНТ имеют открыты 
Распределение ss,HH 
в ТЕ буфере после уль 
зано на рис. 3, 4. Ком 
структуру типа кабел: 
рого является проводя: 
жухом») - слой самоор 
тида темного цвета. Со 
ярко белое с резко оч 
СОКуЮ ПЛОТНОСТЬ ОЛИ1 
Стэкинговое взаимоде 
к поверхности УНТ у 
шаг спирали увеличи 
«кожухе» происходит 
только олигонуклеот! 
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Морфология ЛБ-монослоев с мУНТ, нековалентно 
фуикциоиализированными стеариновой кислотой, 
показана на рис. 2. Согласно ПЭМ-изображениям, 
диаметр используемых углеродных нанотрубок ва-
рьируется от 2,5 до 20 нм, длина - от 0,5 до 2,5 мкм. 
мУНТ имеют открытые концы (рис. 2, а). 
Распределение эвДН К-олигонуклеотид (ОШ)/мУНТ 
в ТЕ буфере после ультразвуковой обработки пока-
зано на рис. 3, 4. Комплексы эвДИК/мУНТ имеют 
структуру типа кабеля (рис. 3), сердцевиной кото-
рого является проводящая мУНТ, а оболочкой («ко-
жухом») - слой самоорганизованного олигонуклео-
тида темного цвета. Собственно изображение УНТ -
ярко белое с резко очерченным темным краем. Темный цвет указывает на вы-
сокую плотность олигонуклеотида, самоорганизованного на поверхности УНТ. 
Стэкинговое взаимодействие уменьшает поляризацию УНТ в трансверсальном 
к поверхности УНТ направлении (спонтанную поляризацию), вследствие чего 
шаг спирали увеличивается (рис. 3, б). На самоорганизованном нуклеотидном 
«кожухе» происходит эпитаксиальный рост отросткообразных кристаллитов 
только олигонуклеотида (рис. 4). Блекло-белый цвет кристаллитов свидетель-
ствует об их рыхлости и, соответственно, неплотной молекулярной упаковке. 
После нековалентной функционализации молекулами стеариновой кислоты 
карбоксилированные углеродные нанотрубки формируют высокоупорядоченнЫе 
и высокоориентированные ЛБ-УНТ-кластеры в процессе эпитаксиального роста 
100 нм 
Рис. 1. ПЭМ-изображение мУНТ 
в ТЕ-буфере 
50 НМ 
Рис. 2. ПЭМ-изображения двух 
монослойных ЛБ-пленок смеси 
мУНТ-стеариновая кислота, сфор-
мированных на поверхности биди-
стиллированной воды (а) и на по-
верхности водного раствора соли 
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Рис. 3. ПЭМ-изображения комплексов взДНК/мУНТ в ТЕ-буфере. Области электронно-плотного 
олигонуклеотида указаны стрелками 
на кристаллических железосодержащих 
ЛБ-пленках олигомера пиррол-тиофеново-
го ряда [35]. Параметры дифрактограмм 
ЛБ-УНТ-кластеров на ЛБ-пленках дитио-
нилпиррола представлены в табл. 2. Кроме 
того, дифрактограммы ЛБ-УНТ-кластеров 
на поверхности сетки, модифицированной 
дитионилпирроловой ЛБ-пленкой, также ха-
рактеризуются линиями Кикучи [35]. Элек-
тронограммы с линиями Кикучи полу-
чаются от совершенных монокристаллов 
с большим размером блоков (5 • 10~7-10~б см) 
и малой разориентацией [47-49]. Поэтому 
расположенные на ЛБ-пленках дитионилпиррола ЛБ-кластеры карбоксилиро-
ванных и нековалентно функционализированных стеариновой кислотой мУНТ 
представляют собой монокристаллиты. 
Т а б л и ц а 2. Межплоскостные расстояния в высокоупорядоченном ЛБ-массиве УНТ 
Фаза d , нм р 2dw, нм 
5 кристаллических Fe-содержащих монослоев HDTP 0,682 -
3-монослойная ЛБ-пленка фосфатидилхолина 0,384 -
Ламеллярный мультислой фосфатидилхолина [51] 0,411 -
Олигонуклеотидный кристаллит, формирующийся на поверхности УНТ в 
ЛБ-пленке 0,438 
2 монослоя смеси мУНТ-стеариновая кислота, расположенные на Fe-
содержащей ЛБ-пленке HDTP (ЛБ-УНТ-кластер) 0,236 0,512 
мУНТ в ЛБ-пленке, сформированной сжатием смеси мУНТ-олигонуклео-
тид ON1 с фосфатидилхолином или стеариновой кислотой 0,614 
Гексагональный графит* 2Н (вюрцит) 0,255 0,6706 
Гексагональный чаоит* (кратерный углерод) 0,224 0,563 
П р и м е ч а н и е : * - каталог ASTM. 
0.25 jam 
Рис. 4. ПЭМ-изображение отростков - кри-
сталлитов свободного олигонуклеотида, 
эпитаксиально выросших на комплексах 
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•IX монокристаллов 
жов (5 • 10"7-10~6 см) 
:й [47-49]. Поэтому 
еры карбоксилиро-
ой кислотой мУНТ 
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На дитионилпирроловых ЛБ-
пленках также формируются 
наиболее высокоупорядоченные 
ЛБ-монослои из смеси ON1-
мУНТ-стеариновая кислота с па-
раметрами, представленными 
в табл. 1. Дифракционная кар-
тина (лауэграмма) комплексов 
эзДНК/мУНТ имеет три рефлек-
са в нулевом узле обратной ре-
шетки. Класс симметрии тако-
го типа лауэграмм - С, [47-50]. 
На рис. 2, в видно, что ЛБ-комп-
лексы ONl/мУНТ представляют 
собой мУНТ, покрытые плотно-
упакованным слоем молекул 
олигонуклеотида, толщина lst 
нуклеотидного слоя - от 2 до 
10 нм. Расстояние между стен-
ками УНТ при добавлении олигонуклеотидных слоев возрастает с 0,512 до 0,614 нм 
(см. табл. 2). 
В отличие от лауэграмм ЛБ-пленок смеси ONl-нековалентно функционали-
зированные стеариновой кислотой мУНТ, рефлексы на лауэграммах ЛБ-пленок 
смеси ONl-нековалентно функционализированные фосфолипидом мУНТ рас-
положены радиально. Это обусловлено неоднородностью покрытия из разнород-
ных молекул фосфолипида, причем межплоскостное расстояние в ЛБ-монослое 
фосфолипида -0,384 нм. ЛБ-комплексы мУНТ с олигонуклеотидом в монокри-
сталлической форме характеризуются межплоскостным расстоянием 0,438 нм 
независимо от вида нековалентной функционализации. 
На основании дифракто- и электронограмм структура эзДНК/мУНТ комплекса 
может быть представлена в виде рис. 5. 
ПААГ-электрофоретический анализ. Эффект УНТ-зависимого тушения 
флуоресценции FAM-олигонуклеотида с использованием ПААГ-электрофореза. 
Для однонитевого олигонуклеотида вероятность интеркалирования молекул 
Zubr Green I между нуклеотидными основаниями пренебрежимо мала. Поэтому 
флуоресценция однонитевого олигонуклеотида в геле обусловлена только высве-
чиванием FAM, экструдированным наружу. 
Оценим присутствие несвязанного (свободного) FAM-олигонуклеотида 
в электрофоретических пробах смеси мУНТ и FAM-олигонуклеотида, предвари-
тельно озвученной ультразвуком в течение 1 мин. Как видно на рис. 6, молеку-
лярная масса высвечиваемого вещества совпадает с молекулярной массой свобод-
ного FAM-олигонуклеотида. Высвечивание мУНТ (рис. 6, а, дорожка 10) и ком-
Рис. 5. Модель самоорганизованных комплексов однонит-

















200 150 1 W 80 60 50 4 0 25 20 
Молекулярный вес, п.о. в 
Рис. 6. а - Электрофореграмма комплексов мУНТ/FAM-ONl: дорожки 1 - ДНК-маркер, 2 - FAM-
ON1, 3-9: комплекс мУНТ/ FAM-ON1 с концентрацией мУНТ смУНТ = 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1: 
0,15 мг/мл соответственно; 10 - мУНТ (смУНТ = 0,1 мг/мл); б - Зависимость интенсивности флуорес-
ценции FAM-меченного олигонуклеотида от концентрации мУНТ; в - Денситограмма электрофо-
реза. ДНК-маркер 150, 100, 50, 25 пар оснований (п. о.) указан стрелками 1, 2, 3, 4 соответственно 
Молекулярный вес FAM-ON1 порядка 24 дается в мононуклеотидах (м. н.) 
J.0H10' -




плексов мУНТ/FAM-ONl (рис. 6, а, дорожки 3-9) отсутствует. Согласно рис. 6, с. 
интенсивность флуоресценции FAM-олигонуклеотида в электрофоретическда. 
пробах (дорожках) снижается практически до нуля с возрастанием концентра-
ции карбоксилированных мУНТ (смУНТ с 0,01 до 0,15 мг/мл). Так как флуоресциру-
ет свободный FAM, такое понижение содержания свободного FAM-ON1 в поли-
акриламидном геле происходит из-за я-л-стэкингового взаимодействия меж~. 
цепью гетероциклических оснований олигонуклеотида и гексагонами поверхкс-
сти углеродной нанотрубки [28; 52]. 
Нами также установлен эффект тушения флуоресценции FAM в гидратир: -
)ванных олигонуклеотидных ассоциатах. Концентрация свободного FAM-ON 
t в электрофоретических пробах с мУНТ уменьшается за счет комплексообразсе 
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Рис. 7. Зависимости интенсивности / све-
чения FAM-ON1 от концентрации с мУНТ. 
Линиями с символами «•», «•» и «•» 
обозначены зависимости для относи-
тельных температур 0,59; 1 и 1,26 соот-
ветственно 
loo 11, отн. ед. При высоких концентрациях смУНТ ~ 0,1 
и 0,15 мг/мл, когда молекулы FAM-ON1 начи-
нают взаимодействовать между собой, пони-
жение относительной температуры от 1 до 0,59, 
наоборот, приводит к возрастанию I, посколь-
ку малая диффузионная подвижность FAM-ON1 
препятствует быстрой релаксации комплекса 
мУНТ/ONl к равновесному состоянию с ми-
нимумом свободной энергии посредством ми-
нимизации межчастичного ориентационного 
взаимодействия в олигонуклеотидном покры-
тии, вследствие чего часть молекул FAM-ON1 
не успевают связаться с мУНТ. Вместе с тем 
очень большие температуры также нежела-
тельны при высоких смУНТ, поскольку они на-
рушают равновесное состояние с минимумом 
свободной энергии. 
Ослабление эффекта УНТ-зависимого тушения свечения FAM-олигонуклео-
тида в ПААГ-электрофоретических пробах при высоких концентрациях мУНТ. 
При концентрации смУНТ ~ 0,15 мг/мл и при фиксированном значении концен-
трации cFAM (FAM-ON1) среднее число свободных молекул олигонуклеотида, 
не связанных с углеродными нанотрубками, уменьшается практически до нуля 
с образованием комплекса мУНТ/ONl (см. кривую с символами «•» на рис. 7). 
Однако, согласно рис. 7 (кривая с символами «•»), эффективное тушение FAM-
флуоресценции в смеси мУНТ с ON1 имеет место не при всех концентрациях 
олигонуклеотида (смУНТ > 0,15 мг/мл), а только при некоторых оптимальных 
толщинах олигонуклеотидного покрытия /st(1), lsi{2), /у((3) углеродной трубки, соот-
ветствующих смУНТ ~ 0,15; 0,4; 0,9 мг/мл. Это свидетельствует о существовании 
дискретного набора размеров комплекса мУНТ/ONl с термодинамически устой-
чивой структурой. 
Нестабильность олигонуклеотидного покрытия, формируемого на мУНТ и име-
ющего толщину lmi(i) между устойчивыми значениями и lst{i+\), является при-
чиной ослабления тушения FAM-флуоресценции посредством мУНТ. Например, 
содержание свободного FAM-ON1 в полиакриламидном геле не понижается для 
концентрации мУНТ 0,2 мг/мл, а, наоборот, возрастает относительно концен-
трации мУНТ 0,15 мг/мл (см. кривую с символами «•» на рис. 7). Дальнейшее 
повышение концентрации мУНТ и, соответственно, увеличение толщины ON1-
покрытия приводит к такому размеру мУНТ/ONl-комплекса, что он снова приоб-
ретает стабильность. 
Итак, существует критическая толщина олигонуклеотидного покрытия 
/ ((;) < ldi) < lmt{j), при которой структура нанокомпозита мУНТ/ONl становится тер-
модинамически неустойчивой и распадается. Структура мУНТ/ONl оказывается 
неустойчивой при конце 
на размерами символов), 
свечения от концентра! 
в виде подслоя конечно 
взаимодействия. Так как 
дается мУНТ-зависимое 
трации -0,15 мг/мл, то 
(nmaJ олигонуклеотиднь 
подоболочки (подслои) 
друг за другом с образо) 
Ультразвуковое eo3i 
1,0 мг/мл) и времени УЗ 
ресценции уменьшаете 
свечения свободного Е/ 
звуковой радиации КОУ 
ко усиливается, но и чг 
них монослоев олигон; 




массы под действием у 
го покрытия не станет 
слоя I . «Отшелушив 
qust J 
FAM-ON1. Если этого 
чивого нуклеотидного 
с той частью мУНТ, ко 
олигонуклеотид в про1 
шается. Соответствен! 
временах УЗ-обработк 
(кривая 2, рис. 8). 
Таким образом, ко 
покрытую монокрист 
тида в процессе само 
ких концентрациях м1 
расстояния ОТ ОЛИГО! 
характером комплекс 
FAM-ON1 к мУНТ ст 
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ганизованного на пов 
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неустойчивой при концентрациях смУНТ - 0,2; 0,6 мг/мл (погрешность определе-
на размерами символов). Такая немонотонная зависимость интенсивности FAM-
свечения от концентрации возможна, если олигонуклеотид самоорганизуется 
в виде подслоя конечной толщины (подоболочки) посредством кооперативного 
взаимодействия. Так как концентрация смУНТ ~ 0,9 мг/мл, при которой еще наблю-
дается мУНТ-зависимое тушение, в шесть раз больше первой тушащей концен-
трации -0,15 мг/мл, то максимально наблюдаемое электрофоретическое число 
(nmaJ олигонуклеотидных подоболочек порядка 6. При этом олигонуклеотидные 
подоболочки (подслои) нарастают на поверхности нанотрубки последовательно 
друг за другом с образованием электронно-плотной «шубы» (рис. 3, 4). 
Ультразвуковое воздействие. При высоких концентрациях смУНТ (например, 
1,0 мг/мл) и времени УЗ-обработки не более 5 мин эффективность тушения флуо-
ресценции уменьшается относительно низких смУНТ, поскольку интенсивность 
свечения свободного FAM-ON1 возрастает (рис. 8). При высоких дозах ультра-
звуковой радиации комплексообразование мУНТ с олигонуклеотидом не толь-
ко усиливается, но и частично ослабевает в результате «отшелушивания» верх-
них монослоев олигонуклеотида. Это происходит при временах УЗ-обработки 
более 5 мин для концентраций мУНТ 0,1 мг/мл, в связи с чем интенсивность 
FAM-флуоресценции возрастает, как показывает кривая 1 на рис. 8. При высоких 
концентрациях мУНТ 1,0 мг/мл верхние монослои плотного кристаллического 
олигонуклеотида, слабо взаимодействующие с мУНТ, отрываются от основной 
массы под действием ультразвука до тех пор, пока толщина олигонуклеотидно-
го покрытия не станет равной квазиустойчивой толщине олигонуклеотидного 
слоя lqust. «Отшелушившийся» олигонуклеотид пополняет фракцию свободного 
FAM-ON1. Если этого количества достаточно для формирования квазиустой-
чивого нуклеотидного покрытия с / > /., то происходит связывание FAM-ON1 
с той частью мУНТ, которая не имеет покрытия. Так как доля комплексов мУНТ/ 
олигонуклеотид в пробе возрастает, то количество свободных FAM-ON1 умень-
шается. Соответственно, свечение FAM-зонда для смУНТ 1 мг/мл ослабевает при 
временах УЗ-обработки 10 мин, а не при 5 мин обработки как для смУНТ 0,1 мг/мл 
(кривая 2, рис. 8). 
Таким образом, комплекс мУНТ/олигонуклеотид представляет собой мУНТ, 
покрытую монокристаллическим слоем электронно-плотного олигонуклео-
тида в процессе самоорганизации. Эффект тушения флуоресценции при высо-
ких концентрациях мУНТ может ослабевать, что обусловлено как возрастанием 
расстояния от олигонуклеотида до поверхности мУНТ, так и кооперативным 
характером комплексообразования, когда дальнейшее присоединение молекул 
FAM-ON1 к мУНТ становится энергетически невыгодно из-за ослабления я -я -
взаимодействия. В электрофоретической пробе кроме олигонуклеотида, самоор-
ганизованного на поверхности мУНТ, также присутствует свободный, несвязан-
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Рис. 8. Зависимость интенсивности свечения смеси олигонуклеотида FAM-ON1 с УНТ 
от времени ультразвуковой обработки 
Рамановская спектроскопия комплексов (ВДНК/мУНТ: поверхностно-
усиленное комбинационное рассеяние в мУНТ на поверхности Si. Покажем, 
что плотная упаковка колец FAM-олигонуклеотида в кристаллической плоскости, 
параллельной поверхности мУНТ, обеспечивает перенос возбуждения с элек-
тронных орбиталей FAM-зонда на энергетические уровни мУНТ с последующей 
безызлучательной релаксацией. 
Добавление плацентарной ёвДНК с или без мУНТ в гексановый или спир-
товой раствор стеариновой кислоты с последующей ультразвуковой обработкой 
дает мицеллярную форму ёэДНК или комплексов скДНК/мУНТ соответственно. 
Рамановский спектр мицелл с ДНК, выкапываемых на полированную кремние-
вую подложку, имеет все характеристические линии комбинационного рассея-
ния света в ёэДНК [54] (рис. 9). 
Слабоинтенсивные рамановские спектры высушенных мУНТ до нековалент-
ной функционализации представлены на рис. 10, а. Рамановские спектры графе-
на и графеноподобных материалов хорошо изучены [55]. Спектральные полосы 
D и D' на рис. 10 проявляют наличие дефектов в графеновой решетке и соответ-
ствуют оптическим поперечным и продольным колебаниям в плоскости вблизи 
точки К зоны Бриллюэна. Эти фононы являются колебаниями ядер в поле (терме) 
я(д)-электронов валентной зоны или я*(йО-электронов зоны проводимости. Пик 
D" - продольная акустическая мода вблизи точки К. Спектральная полоса G так-
же происходит от колебаний атомов углерода в плоскости, но в электронно-коле-
бательном терме зр2-гибридизированных электронов. Этот резонанс соответству-
ет оптическим плоскостным фононам в окрестности точки Г зоны Бриллюэна. 
D3 и Z)4 - поперечная и продольная акустические ветви плоскостных колебаний 
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Рис. 9. Рамановский спектр мицелл, сформированных в гексановом растворе смеси стеариновой 
кислоты и плацентарной ДНК, на Si; лазерная мощность 20 мВт на длине волны 532 нм. Аденин, 
гуанин, тимин и цитозин обозначены через A, G, Т и С соответственно. DP - фосфодиэфирная 
связь. «*» - лазерный плазмонный пик. Цифрами указаны характеристические частоты колеба-
ний атомных групп в ДНК 
Так называемая «дышащая» мода мУНТ наблюдается на рис. 10, а в частотном 
диапазоне от 60 до 430 см-1. 
Рамановские спектры ёэДНК/мУНТ-комплексов в гидрофобных мицеллах 
представлены на рис. 10, б. Сравнение рис. 10, а и 10, б показывает, что комплек-
сообразование значительно усиливает интенсивность УНТ-мод: D, G, D" + D, 2D, 
D' + D. Так как характеристические моды ёэДНК в спектре на рис. 10, б не на-
блюдаются, и следовательно, имеет место тушение свечения ёэДНК, то это уси-
ление УНТ-колебаний обусловлено переносом носителей электрического заряда 
и энергии квазичастичных возбуждений с нуклеотидных оснований на атомы 
мУНТ. Вероятность перехода электронов с валентных и(р)- орбиталей нуклео-
тида на я*(</)-орбитали мУНТ так высока, что свечение молекул ДНК полностью 
тушится. На рис. 11, а представлен рамановский спектр монослоя гидрофиль-
ных мицелл с ёзДНК/мУНТ-комплексами, находящимися на Si-подложке. Со-
гласно рис. 11, а, тушение свечения ДНК в монослое происходит не только за 
счет безызлучательного переноса на мУНТ с последующим усилением D-, G-, 
и 21)-УНТ-мод, но и за счет возбуждения поверхностных и плазмонных колеба-
ний Si-подложки. 
мУНТ являются графеноподобным материалом. мУНТ, как и графен, облада-
ют высокой электропроводностью [56]. Носителями электрического заряда в графене 
являются отрицательно и положительно заряженные квазичастичные возбужде-
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Рис. 10. Рамановские спектры высушенных карбоксилированных мУНТ, мощность накачки 20 мВт 
на длине волны лазера 532 нм (а); и гидрофобных мицелл стеариновой кислоты с комплексами 
мУНТ/ДНК, мощность накачки 5,76 мВт на длине волны лазера 473 нм (б). Символы «Si» и «*» 
обозначают колебательную моду кремния и лазерный плазмонный пик соответственно 
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Рис. 11. Рамановские спектры монослоя комплексов мУНТ/ДНК на поверхности кремния при мощ-
ности накачки 3,0, 5,76 и 20 мВт для нижней, промежуточной и верхней кривых соответственно 
(а). Комбинационное рассеяние света кремниевой подложкой, мощность накачки 20 мВт (б). Воз-
буждение лазером на длине волны 532 нм. Символы «Si» и «*» обозначают колебательную моду 
кремния (520 см-1) и лазерный пик плазмонного рассеяния в кремнии соответственно 
Носители заряда в беспримесном графене локализуются в отдельных областях 
валентной зоны (в так называемых лужах) конуса [56] и не попадают в А'-точку -
вершину дираковского конуса. 
Модель локализации электронов углеродной нанотрубки в слабом электри-
ческом поле была построена в [58]. Согласно этой модели, в слабоинтенсивных 
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электрических полях электроны, например, проводящих одностенных УНТ типа 
«зигзаг» могут локализоваться внутри трубки, и соответственно, трубки имеют 
дырочную проводимость. Однако в интенсивных электрических полях локализо-
ванные носители заряда также начинают принимать участие в транспорте заряда. 
Хотя беспримесный графен и имеет свободные носители заряда, в силу би-
полярности его уровень Ферми находится в точке К, где носители заряда отсут-
ствуют. Добавочная электронная плотность, переносимая с ароматических со-
единений, обеспечит смещение уровня Ферми в зону проводимости. 
При низких интенсивностях накачки количество заряда, перенесенного с ДНК 
на мУНТ, незначительно. Вследствие этого вся добавочная электронная плот-
ность аннигилирует, а высвободившаяся энергия затрачивается на переход гра-
феновых носителей заряда (отрицательно заряженных экситонов) из валентной 
зоны в зону проводимости. Так как в широком экситонном спектре мУНТ име-
ются частоты, совпадающие с частотами плазменных колебаний, то плазмоны 
Si параметрически резонируют на этих частотах с раскачиванием электронной 
подсистемы Si (возрастание интенсивности рамановского спектра линий Si), как 
это следует из сравнения нижней кривой на рис. 11, а и графика на рис. 11,6. 
С ростом интенсивности лазерного возбуждения из-за малого числа лока-
лизованных носителей заряда в чистом графене не вся добавочная электронная 
плотность, переносимая с ароматических соединений, аннигилирует, и поэтому 
часть ее становится примесью. Так как добавочные электроны, находящиеся на 
л*-орбиталях мУНТ, являются локализованными J-электронами, то можно рас-
сматривать эту примесь как пузырьки с локализованными ^-электронами. Состо-
яния пузырьков стабилизируются переходом дырок отрицательных экситонов 
и распадом последних. Получившийся пузырек электронной плотности с дыр-
кой внутри подобен атому. Многофотонное поглощение за счет отражательной 
дифракции на границе пузырька электронной плотности с дыркой приведет к эф-
фекту Ханле - смешиванию J-орбитали с ^-подобными орбиталями из оболочки 
со следующим значением главного квантового числа п. Это смешанное состоя-
ние описывается волновой функцией 
|Т) = |£/) + / (Я в й ) | Я ) . (2) 
Рассмотрим переход с /э-орбиталей на уровни состояния (2) с полным момен-
том импульса J = jd + js -L + S = 1 при значении неравновесного спина S = О 
и углового момента L = 1. Эффект Ханле приводит к расщеплению р-орбиталей. 
Переход из состояния с моментом импульса J= 2(1 — s) = 1 с / = 1 Hi = 1 / 2 запре-
щен. Этот запрещенный переход проявляется в рамановском спектре на рис. 11, а, 
промежуточная кривая как небольшой пик на частоте -1410 см-1, наряду с УНТ-
усиленной интенсивностью спектра комбинационного рассеяния Si. 
При больших интенсивностях лазерной накачки наблюдается осцилляторный 
эффект Ханле, приводящий к вырождению р-орбиталей в состояние с неравно-
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ные пузырьки J-электронов с дырками в их электронной плотности в качестве до-
норных примесей могут также добавить недостающую электронную плотность 
в окрестности точки К графена посредством резонансного возбуждения коге-
рентных отрицательно заряженных экситонов X («дифракционных экситонов») 
[53]. Поскольку переходы ^-электронов с вырожденных орбиталей S = 0, L = 0 
в смешанное состояние S = 0, L = 1 разрешены, то возбужденные ^-электроны 
могут гибридизировать с я*(а?)-орбиталями мУНТ. Появившаяся гибридизацион-
ная щель приведет к переходу электронов на я(д)-орбитали с испусканием фо-
тонов, энергия которых затрачивается на переход графеновых носителей заряда 
(отрицательно заряженных экситонов) из валентной зоны в зону проводимости. 
В результате, точно также как при низких интенсивностях, параметрический ре-
зонанс колебательных и плазмонных частот Si на собственных частотах свобод-
ных носителей заряда приведет к мУНТ-усиленному резонансному рамановскому 
спектру Si на рис. 11, а, верхняя кривая. 
Дефекты в виде донорных примесных уровней пузырьков с tZ-электронами 
проявляются в процессе гибридизации орбиталей смешанного состояния S = 0, 
L = 1 с л*(й?)-орбиталями мУНТ в зоне проводимости (точке К зоны Бриллюэна) 
через их рассеяние на колебательных D- и 2£)-модах графеноподобной зонной 
структуры углеродных нанотрубок на рис. 11, а, верхняя кривая. Кроме того, ква-
зичастичные возбуждения Х~ резонируют с s-электронами углерода С, участву-
ющими в 5/>2-гибридизации, и соответственно, экситонная энергия рассеивается 
в рамановскую полосу G, как видно на рис. 11, а, верхняя кривая. 
В отличие от 21)-упаковки ёзДНК/мУНТ-комплексов в монослое, в гидрофоб-
ных мицеллах стеариновой кислоты с ёзДНК/мУНТ-комплексами, рамановский 
спектр которых приведен на рис. 10, б, имеет место трехмерная упаковка. Рассчи-
таем радиус экситона Х~ по формуле гх- = —ylnad [59]. Здесь d - толщина про-
водящей части образца - в нашем случае диаметр мУНТ; а - радиус экситона 
в объемном образце. Для монослоя смеси ёэДНК с мУНТ значение а равно раз-
меру ёзДНК/мУНТ-комплекса: от 10 до 20 нм, для гидрофобных мицелл выберем 
в качестве а их размер 1 мкм. Тогда рассчитанный радиус экситона Хг в этих 
мицеллах оказывается в 10 раз больше, чем в монослое. Поэтому слабая связь 
в электрон-дырочных парах обуславливает их локализацию на дефектах. Как 
видно из сравнения рис. 10, б с рис. 11, а, в связи с понижением числа свобод-
ных носителей заряда число толчков в параметрическом резонансе понижает-
ся и, соответственно, на рис. 10, б интенсивность лазерного плазмонного пика 
и комбинационного рассеяния Si снижается, как и интенсивность ^"-усиленных 
рамановских спектральных полос графена: Д G, 2D. Локализованные экситоны 
распадаются в D + D'- и D + £>"-моды на рис. 10, б. 
Плотное прилегание ароматических колец FAM к мУНТ также, как и плотная 
упаковка нуклеотидных гетероциклов, обеспечивает дальний зарядовый перенос 
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образом, в комплексах MYHT/FAM-олигонуклеотид имеет место экситонный 
механизм наноразмерного тушения FAM-флуоресценции. 
Электрофоретическое детектирование гибридизации на комплексах угле-
родных нанотрубок с олигонуклеотидом. ПААГ-электрофорез и рамановская 
спектроскопия показали, что связывание мУНТ с FAM-меченным олигонуклео-
тидом позволяет углеродным нанотрубкам функционировать в качестве эффектив-
ных нанотушителей флуорофора FAM. Данный эффект может быть использован 
при разработке нового подхода к выявлению SNP на основе тушения флуорес-
ценции при комплексообразовании FAM-олигонуклеотида с мУНТ с последующим 
восстановлением флуоресценции в результате гибридизации FAM-олигонукле-
отида с целевой ss-ДНК-последовательностью в растворе [20]. Далее проведем 
гетеродуплексный анализ (ГА). Из-за возникновения структурных нарушений 
в месте негомологичного спаривания нормальных и содержащих нуклеотидные 
замены фрагментов ДНК или олигонуклеотидов гетеродуплексы имеют иную 
электрофоретическую подвижность по сравнению с гомодуплексами за счет кон-
формационных особенностей в местах некомплементарных нуклеотидов - мис-
матчей [3; 4; 6]. 
ГДля определения возможности использования молекулярных бакенов на основе 
мУНТ с целью генотипирования ОНП, гибридизация свободного FAM-меченного 
олигонуклеотида FAM-ON1 и комплекса мУНТ/FAM-ONl с целевыми олигону-
клеотидными последовательностями (ДНК-мишень, табл. 1) различной степени 
комплементарности осуществлялась в растворе. Эффективность гибридизации 
оценивали по увеличивающейся интенсивности флуоресценции репортёрной 
группы за счет исчезновения эффекта тушения, вызванного диссоциацией ком-
плекса мУНТ/РАМ-олигонуклеотид и формирования в растворе гибридизацион-
ных нуклеотидных дуплексов [29] по завершении электрофореза. 
Для оптимизации условий гибридизации были протестированы такие пара-
метры, как время гибридизации и соотношения концентраций FAM-ON1 и ком-
плементарного целевого олигонуклеотида ON2 в гибридизационном буфере; это 
соотношение в реакционной смеси варьировало в приделах 1 : 1, 1 : 3 и 1 : 6. При 
формировании гомодуплекса в результате гибридизации FAM-олигнуклеотида 
с комплементарным целевым олигонуклеотидом ON2 резко возрастает интен-
сивность флуоресценции FAM-флуорофора (рис. 12, а, дорожки 2-10). Данный 
эффект объясняется ослаблением взаимодействия FAM-флуорофора с нуклео-
тидными основаниями, образовавшими гомодуплекс [5]. 
Согласно рис. 12, б, интенсивность FAM-свечения для гетеродуплекса с тре-
мя некомплементарными парами больше, чем в случае одной некомплементарной 
пары. Интенсивность свечения ON1/ON5 сравнима с интенсивностью свечения 
для случая полностью некомплементарного ON4. Наибольшей электрофорети-
ческой подвижностью обладает ON1/ON4. Интенсивность свечения гомодуплеса 
близка к интенсивности свечения гетеродуплекса с тремя некомплементарными 
парами. Поэтому использование флуоресцентной метки при проведении ПААГ-
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Рис. 12. Изменение интенсивности флуоресценции и электрофоретической подвижности дуплек-
сов олигонуклеотид/олигонуклеотид, образовавшихся при гибридизации в растворе: а - зави-
симость от условий гибридизации (соотношение FAM-ON1 к ON2 в гибридизационной смеси и 
время гибридизации t). Дорожки: 1 - FAM-ON1 (контроль); с 2 по 10 - гомодуплекс FAM-ON1/ 
ON2 при соотношениях FAM-ON1 к ON2, равных 1 : 1, 1 : 3, 1 : 6 соответственно; t = 15 мин для 
дорожек 2-4\ t = 30 мин для дорожек 5-7; t = 60 мин для дорожек 8-10; б - зависимость от при-
роды дуплекса. Дорожки: 1 - ДНК-маркер; 2 - FAM-ON1 (контроль); 3 - комплементарный оли-
гонуклеотид ON2 (контроль); 4 - гомодуплекс FAM-ON1/ON2; 5 - олигонуклеотид с одним SNP 
(ON5) (контроль); б - гетеродуплекс FAM-ON1/ON5; 7 - нуклеотид с тремя SNP (ON3) (контроль); 
8 - гетеродуплекс FAM-ON1/ON3; 9 - некомплементарный олигонуклеотид (ON4) (контроль); 10 -
гетеродуплекс FAM-ON1/ON4 
Максимальная интенсивность флуоресценции соответствовала гомодуплек-
су, полученному в результате гибридизации, продолжавшейся в течение 60 мин 
(рис. 12, а, дорожки 8-10). Интенсивность флуоресценции, соответствующей го-
модуплексу, полученному при трех- и шестикратном увеличении концентрации 
комплементарного целевого олигонуклеотида в растворе (для каждого времен-
ного интервала) свидетельствует о том, что повышение концентрации не оказало 
заметного влияния на результаты гибридизации (рис. 12, а, дорожки 5-7 и 8-10). 
Поэтому проведение гибридизации FAM-олигонуклеотида с комплементарным 
целевым олигонуклеотидом в растворе оптимально при следующих условиях: 
эквимолярное соотношение FAM-ON1/ON2; время гибридизации - 60 мин. 
На основании вышеприведенных результатов, полученных с помощью мето-
да гетеродуплексного анализа, исследована гибридизация целевых олигонуклеоти-
дов различной степени комплементарности с входящим в комплекс мУНТ/FAM-
олигонуклеотид FAM-олигонуклеотидом в растворе. 
Как следует из анализа электрофореграммы, приведенной на рис. 13, а, при-
сутствие в растворе комплементарного олигонуклеотида ON2 сопровождалось 
полным восстановлением флуоресценции FAM-олигонуклеотида, входившего 
в состав комплекса мУНТЛАМ-олигонуклеотид. Интенсивность восстановлен-
ной флуоресценции и электрофоретическая подвижность гомодуплекса полно-
стью совпадали с аналогичными параметрами гомодуплекса, образовавшегося 
в результате гибридизации в растворе между свободным FAM-ON1 и компле-
ментарным ему олигонуклеотидом ON2 (рис. 13, а, дорожки 5 и 6). Кроме того. 
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о формировании гибридизационного гомодуплекса можно судить по положению 
полосы, соответствующей данному дуплексу, относительно маркера молекуляр-
ной массы и свободного FAM-ON1 (рис. 13, а, дорожка 6). 
Восстановление флуоресценции репортерной группы обусловлено диссоциа-
цией комплекса MYHT/FAM-олигонуклеотид и формированием гибридизацион-
ного гомодуплекса в присутствии целевого комплементарного олигонуклеотида 
в растворе [52]. В случае же присутствия в растворе целевого олигонуклеотида 
ON4, некомплементарного FAM-ON1, наблюдалось только незначительное вос-
становление интенсивности флуоресценции, которая по интенсивности соответ-
ствовала флуоресценции свободного FAM-ON1 вне зависимости от того, входил 
ли FAM-олигонуклеотид до гибридизации в состав комплекса или находился 
в свободном состоянии (рис. 13, а, дорожки 8 и 9). Наблюдаемое сравнительное 
уменьшение интенсивности флуоресценции для дуплексов, содержащих один 
мисматч, было примерно в три раза ниже, чем для полностью комплементарных 
дуплексов (рис. 13, б, дорожки 5, 6 и 8, 9). Более того, электрофоретическая под-
вижность гетеродуплексов с одним мисматчем была меньше, чем у гомодуплек-
сов (рис. 13, б, дорожки 6 и 9). В отличие от рис. 12, б, в присутствии мУНТ имеет 
место уменьшение электрофоретической подвижности гетеродуплекса, содержа-
щего один мисматч, по сравнению с гомодуплексом. Таким образом, оказывает-
ся, что ГА на основе явления диссоциации комплексов MYHT/FAM-олигонукле-
отид, как высокочувствительных «нанобакенов», зависит от параметров мУНТ. 
Так как параметры последних не проявляются электрофоретически, то неполная 
диссоциация мУНШАМ-олигонуклеотид в процессе гибридизации делает элек-
трофоретический ГА неоднозначным. 
Номер дорожки Номер дорожки 
б 
Рис. 13. Флуоресценция FAM-меченного олигонуклеотида при образовании дуплексов после дис-
социации комплекса мУНТ/FAM-ONl (смУНТ = 0,04 мг/мл): а - гибридизация с комплементарным 
и некомплементарным олигонуклеотидами. Дорожки: 1 - ДНК-маркер; 2 - FAM-ON1; 3 - ком-
плекс МУНТ/FAM-ONl; 4 - комплементарный олигонуклеотид ON2; 5 - гомодуплекс FAM-ON1/ON2 
без мУНТ; 5 - гомодуплекс FAM-ON1/ON2 с FAM-ONl/мУНТ; 7 - некомплементарный олигону-
клеотид (ON4); 8 - гетеродуплекс FAM-ON1/ON4 без МУНТ; 9 - гетеродуплекс FAM-ON1/ON4 
с FAM-ONl/мУНТ; б - гибридизация с олигонуклеотидом, содержащим одиночный SNP. Дорож-
ки: 1 - ДНК-маркер; 2 - FAM-ON1; 3 - комплекс мУНТ/FAM-ONl; 4 - комплементарный оли-
гонуклеотид ON2; 5 - гомодуплекс FAM-ON1/ON2 без мУНТ; б - гомодуплекс FAM-ON1/ON2 
с FAM-ONl/мУНТ; 7 - олигонуклеотид с SNP (ON5); 8 - гетеродуплекс FAM-ON1/ON5 без мУНТ; 
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Электрохимическая импедансная спектроскопия ДНК-дуплексов. При-
ведем результаты электрохимического анализа степени связывания различных 
типов ёэДНК с мУНТ. 
В бидистиллированной воде диэлектрические свойства ЛБ-пленок мУНТ 
и комплексов олигонуклеотид/мУНТ проявляются в виде изменения электриче-
ской емкости двойного заряженного слоя Гельмгольца, формируемого на грани-
це раздела фаз: изоляторный барьерный слой анодного оксида алюминия-вода. 
Для электрохимического детектирования использовались две области частот: 
низкочастотная (-100 кГц) и высокочастотная (-400-800 кГц). В низкочастотной 
области основной вклад в поляризацию пленки дает максвелл-вагнеровская по-
ляризация проводящих включений. Вектор дипольной поляризации молекул или 
молекулярных групп релаксирует в высокочастотной области. 
ЛБ-УНТ-кластеры эффективно экранируют электроды вследствие баллисти-
ческого транспорта заряда в мУНТ. Поэтому процесс ионизации молекул воды 
в электрическом поле электродов подавляется и, соответственно, электрическая 
емкость СмУНТ датчика с ЛБ-УНТ-кластерами становится меньше, чем емкость 
чистого датчика. В высокочастотной области уменьшение СмУНТ составляет 
—1-:—1,5 пФ и практически не зависит от частоты. 
Диэлектрическая проницаемость олигонуклеотидной оболочки в Л Б - Б З Д Н К / 
мУНТ-комплексах высокая, а степень экранирования значительно снижена из-
за большого шага спирали и, как следствие, зарядового транспорта, в основном, 
поперек спирали, и соответственно, имеет место возрастание емкости датчика 
С
5 5ДНК/УНТ Н А А С . Д Н К / У Н Т
 > 0 - В высокочастотной области АС 8ДНК/мУНТ практически 
не зависит от частоты и принимает значения от +2 до +6 пФ, определяемые мас-
сой компактифитированного олигонуклеотида ON1. 
Датчики с ЛБ-зэДНК/мУНТ-комплексами помещались на 10 мин в растворы 
различных олигонуклеотидов (табл. 1). Затем датчик отмывался от несвязанного 
олигонуклеотида в течение 10 мин в воде при температуре 39 °С. 
В низкочастотной области можно оценить возрастание доли проводящих 
ЛБ-УНТ-кластеров из-за выхода ON1 из эвДНК/мУНТ с образованием дуплек-
сов сВДНК. Как видно на рис. 14, а, распознаваемые олигонуклеотиды, образуя 
дуплексы dsflHK, частично высвобождают мУНТ. Это приводит к уменьше-
нию емкости в сторону значений емкости сенсора только с проводящим;: 
ЛБ-УНТ-кластерами. ^-образная зависимость на рис. 14, а определяется коопе-
ративным связыванием ON2 с ON1. Низкочастотное значение емкости сенсо-
ра с гомодуплексами ON1/ON2 оказывается наиболее смещенным к СмУНТ из-з^ 
эффекта расслоения фаз в фазовом переходе от эзДНК/мУНТ-комплексов к двух-
спиральной ДНК. Этот эффект уменьшается при образовании гетеродуплекс:; 
от/от, i = з, 4,5. 
Мы можем оценить величину дипольной поляризации ёэДНК/мУНТ в вы-
сокочастотной области, где из-за больших релаксационных времен вклад мах-
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Рис. 14. а - Модуль низкочастотного изменения электрической емкости сенсора |ДС|, АС < 0 из-за 
взаимодействия ON1 с олигонуклеотидами ON2, ON3, ON4, ON5; б - зависимость степени sh гетеро-
генности сенсорного покрытия от типа олигонуклеотида на частоте ~700 кГц 
степень гетерогенности sh сенсорного покрытия через относительное содержание 
ёэДНК/мУНТ по формуле 
_ ч С&днк/мУНТ ~ СмУНТ _ СssflHK/MYHT ~ С&ДНК/мУНТ sh — А — 
С^ ДИК/мУНТ ~~ СмУНТ С35днк/мУНТ - СмУНТ 
Здесь С&днк/мУНТ _ электрическая емкость сенсора, покрытие которого содер-
жит ёэДНК/мУНТ. Как видно на рис. 14, б, наиболее гетерогенное покрытие по-
лучается для олигонуклеотида ON5 с одной ошибкой, когда высокочастотное 
значение С^днк/мунт определяется дипольной поляризацией собственно УНТ: 
С&днк/мунт С МУНТ - Это обусловлено компенсацией дипольных моментов ну-
клеотидных оснований в возникающей нуклеотидной паре. Число водородных 
связей между Б З Д Н К / М У Н Т И некомплементарным ON4 или олигонуклеотидом ON3 
с тремя ошибками меньше, чем для ON5. Полный выход скДНК из ОЫ1/ОК2/мУНТ 
в фазовом переходе к чисто олигонуклеотидной фазе сохраняет гомогенность 
покрытия, что выражается в близости высокочастотных значений С&днк/мУНТ 
и
 С 5 8 Д Н К / У Н Т и, соответственно, sh к нулю. 
Заключение. Электрофоретический и структурный анализ ДНК/мУНТ-комп-
лексов и изучение рамановского рассеяния света УНТ-ДНК-содержащими ми-
целлами показали, что происходит сильная компактификация однонитчатой вэДИК 
на карбоксилированных малостенных УНТ, модифицированных молекулами 
стеариновой кислоты. Методами диэлектрической и рамановской спектроскопии 
установлены экситонный механизм транспорта заряда и дальний (резонансный) 
перенос энергии в наноструктурных комплексах малостенных углеродных на-
нотрубок с ДНК. Предложен высокочувствительный метод для практического 
генотипирования однонуклеотидного полиморфизма ДНК на УНТ с электронно-
плотным самоорганизованным олигонуклеотидным покрытием. 
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ELECTROCHEMICAL AND ELECTROPHORETIC DETECTION OF HYBRIDIZATION 
ON DNA/CARBON NANOTUBES: SNP GENETIC TYPING 
Summary 
In this paper one of most topical approaches to analysis of biochemical DNA-containing marker 
states is developed. It is to detect conformational changes of single-stranded (ss) DNA state after marker 
adhesion via a change of optical, electro-chemical properties of layered nanobioheterostructures. To do it, 
new complexes ssDNA with chemically modified and non-covalent functionalized carbon nanotubes 
(fWCNTs), which have few walls, where synthesized under self-assembly conditions. The complexifica-
tion occurs in a process of electron-dense compactification DNA on fWCNTs. Effects CNT-enhanced 
compactification DNA where discovered by Raman and dielectric spectroscopy methods, structural analysis, 
and gel electrophoresis. One proposes to utilize thin films from ssDNA/fWCNT complexes as sensitive 
bionanoheterostructure in capacitive sensors.The results using this new method for genetic typing of single 
nucleotide polymorphism are represented. 
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